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© Trager zur enzymatischen Oder chemischen und enzymatischen Umsetzung von Nukleinsauren 
Oder Nuidelnsaurefragmenten an Festphasen. 

© Die Erfindung betrifft Trager 2ur enzymatischen oder chemischen und enzymatischen Umsetzung von 
Nukleinsauren Oder Nukieinsaurefragmenten an Festphasen bestehend aus einem unlosllchen, nicht quellbaren, 
porasen Polymeren, an das ein oder mehrere eventuell mit in der Nukleinsaurechemie Ubllchen Schutzgruppen 
versehene Nukleinsauren oder Nukleinslurefragmente fixiert sind. wobel die Poren des Polymeren im wesentli- 
chen eine definierte Gr60e zwischen 1400 und 10000 A besitzen, sowie die Verwendung solcher Trager bei 
chemischen oder/und enzymatischen Umsetzungen von Nukleinsauren oder Nukieinsaurefragmenten an fester 
Phase. 
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Trager zur enzymatlschen oder ch mlschen und enzymatlschen Umsdtzung von NuMelnsauren Oder 

Kutdelrw&grefragmenten an Festphasen 

Die Erflndung betriffl unlflsliche. polymere Tr2ger zur enzymatlschen oder chemischen und enzymatl- 
schen Umsetzung von NuldeinsSuren oder Nuldeinsaurefragmenten an Festphasen. 

Fur die gezielte Synthese von NuklelnsSuren werden im allgemeinen Nukleins§urefragmente, d. h. 
BruchstUcke ganzer NuWeinsSuren, Oligomere bzw. Monomere mittels elner Komblnation chemischer und 

5 enzymatischer Reaktlonen miteirtander verknQpft So kfinnen z. B. zum Aufbau von DeoxyribonukleinsSure 
(DNA) Oligodeoxyribonuklecrtidfragmente von ca. 15 - 60 Einheiten KettenlSnge chemisch synthetrsiert und 
diese dann nach Phosphorylierung am 5'-Ende gemischt und In enzymkatalysierter Reaktion mittels DNA- 
Ugase zu doppelstrSngiger Nukleinsaure zusammengefOgt werden, wobei die richtige Positionierung der 
einzelnen Fragmente durch gegensertige Watson-Crick-Basenpaarung aufgrund der Hybrldlsierung und 

70 somit zumindest teilwelse Oberlappung der Fragmente erreicht wird. Chemisch synthetisierte oder In 
enzymkatalysierter Reaktion gewonnene OligoribonuWeotide lassen slch entsprechend mit RNA-Ligase zu 
Ribonuklelnsaure (RNA) verknUpfen. Analog kfinnen auch NuMelnsauren, die sowohl DNA- als auch RNA- 
Fragmente enthalten als Elnzelstrang erhalten werden. 

Im folgenden werden unter NuMelnsauren alle mogfichen Arten und Formen von NukleinsMuren 

75 verstanden. Es kb'nnen sowohl Deoxyribonukleinsauren als auch RibonuWeinsauren und auch gemischte 
Polynukleotide sein, die sowohl aus Monomeren von DeoxyribonukleinsMuren und aus Moncmeren von 
RibonuWeinsauren bestehen. Weiter konnen die NukleinsSuren als Bnzehoder Doppeistrang vorilegen. 

Teile oder Fragmente von NukleinsSuren kdnnen sowohl Monomere, wle Nukleoside oder Nukleotide, 
sein als auch Oligomere aus 2-100 Monomereinheiten, und auch grfiiiere Polymere mit mehreren hundert 

20 Monomereinheiten sind mogfich. 

Fur die enzymkatalysierte VerknUpfung von Nukleirisaurefragmenten hat es sich als vorteilhaft erwiesen, 
wenn eines der Fragmente an einen pofymeren unldslichen Trager gebunden ist. So berichteten Cozzarelli 
et aL in Biochem. Biophys. Res. Comm. 28, 578 - 586 (1957) Ober die VerknUpfung von DNA-Fragmsnten 
mittels einer DNA-Ligase, wobei eines der Fragmente an Cellulose gebunden ist. 

25 T. M. Jovin & A. Komberg beschrieben in J. Biol. Cham. 243, 250 -259 (1988) den Bnsatz eines an 
Cellulose-Partikel gebundenen Oligomers von Deoxyribothymidin als Primer und Matrize fUr DNA-Polymera- 
se. 

U. Bertazzoni et al., Biochim. Biophys. Acta 240, 515 - 521 (1971) berichteten Ober die Kettenverlange- 
rung von kovalent an Cellulose gebundenen Ollgodeoxyribonukleotiden mittels terminaJer 

30 Deoxyribonukteotidyl-Transferase. 

A. Panet & H. G. Khorana, J. Biol. Chem. 249, 5213 - 5221 (1974) banden Polydeoxyribothymidin an 
Cellulose und verlSngerten diese trSgergebundene NukleinsSure mittels Ugase um eln wefteres DNA- 
Fragment Mit dem so dargestellten cellulosegebundenen PolynuWeotld und einem kurzen Primer wurde mit 
DNA-Potymerase ein Teil des Polynukteotids repliziert 

as Die Vorteile des Etnsatzes immobifisierter NukleinsSurefragmente fUr den enzymatlschen Nukleinsaure- 
aufbau sowie ganz allgemein fQr deren enzymatische Umsetzung werden vor allem in der leichten 
Abtrennung des immobilisierten Reaktionsprodukts von den Ubrigen fUr die Reaktion bendtigten und 
wahrend der Reaktion entstandenen Stoffe gesehen. Aufgrund dieser einfachen Mo'glichkeit zur Isolierung 
eines gewunschten Reaktionsprodukts kann auch durch Anwendung von Oberschussen an Enzym und/oder 

40 nicht immobilisiertem Substrat eine Verschiebung des Gleichgewichts zu hoheren Ausbeuten an immobill- 
siertem Reaktionsprodukt, z. B. an kettenveriSngertem Produkt, erreicht werden, ohne die anschlieSende 
Aufreinigung dadurch wesentlich zu erschweren. 

Wahrend Gele, wie quellbare unlflsliche Polysaccharide, geeignete Trager fQr die enzymkatalysierte 
Umsetzung immobilisierter Nukleinsauren oder Nukleinsaurefragmente sind, hat es sich aber gezelgt dafl 

4$ sich solche Materialien nur schlecht elgnen. um NukleinsSuren mit chemischen Methoden an polymeren 
unloslichen Tragern aufzubauen oder zu verandern. 

So mUssen z. B. bei der chemischen Synthese von Nukleinsauren, die Qblicherweise von entsprechen- 
den Monomeren, wie Nukteosiden oder Nukleotlden ausgeht, Qblicherweise Zyklen durchlaufen werden, die 
im wesentlichen aus den Schritten: Aktivierung des zu verlangernden NukleinsSureteils, eventuelle Isolie- 

so rung des Produkts, Zugabe und Ankondansation eines neuen Nukleosids oder Nukieotids und Isolierung 
des Produkts bestehen. 

Die teilweise oder vollstSndige Automatisierung solcher chemischer Verfahren zum Aufbau von Nuklein- 
sauren gelang nach EinfUhrung der Festphasenmethoden, wobei die zu verlangernden Nukleinsaurefrag- 
mente an unlosliche Tr3ger fixiert sind. Die Immobilisierung des "wachsenden" NukleinsSureteils ermdg- 
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ticht so die jewellige Reinigung des gewUnschten Reaktionsproduktes durch einfaches Wasch n der fasten 
Phase. LBsllche Reaktionspartner w rden mlt der Festphase In Kontakt gebracht und nach Beendigung der 
Reaktion durch Waschen entfemt 

R. Frank et al„ Nucl. Acids Res. IT, 4365 - 4377 (1983) beschrleben den Ensatz von Cellulose in Form 

s von Papierbiattchen ("disks") als feste Phase fQr die chemische Synthese von kurzen DNA-Fragmenten. 
Papier, Cellulose und generell alle Polysaccharide haben aber den grundsatzlichen Nachtell, dafl alia nicht 
far die Rxierung der NukleinsSure Oder NukleinsMurefragmente benStigten reaktiven Gruppen, wie Hydrox- 
ylreste, blockiert werden mOssen, damit keine StSrung der Synthesezyklen erfolgt. Bne vollstandige 
Blockierung alter nicht als Nukleotidanker bentftigten reaktiven Gruppen von als Tragermaterialien verwen- 

w deten Polysacchariden ist jedoch unmSglich, um so mehr als bei vielmaliger Wiederholung der Reaktions- 
zyklen sich oft die makroskopische Struktur solcher festen quellfMhlgen Trager, z. B. durch Ausbildung von 
Rissen, andert und so vorher unzugfingliche reaktlve Gruppen dann fOr Reaktanden zuglnglich werden und 
zu StiJrungen des Reaktionsablaufs Oder zu Nebenreaktionen fQhren kSnnen. Spezieli bei Verwendung von 
Papier als Tragermateriai fOr die chemische Synthese von Nukleinsauren kann so eine grofle Zahl von 

is Fehlsequenzen auftreten. Die mangelnde mechanische SUtbilitat von Papier bei langerer Chemikalienbean- 
spruchung brlngt auflerdem Schwierigkeiten in der maschinellen Synthese mit sich, weswegen bisher 
Sequenzen von mehr als 20 - 25 Basen so nicht dargestellt werden. 

Bei quellbaren TrSgern konnen je nach fteaktlonsmedium durch Queilung bzw. Entquellung des 
Materials betrSchtliche Wasch-und Reaktlonszelten auftreten. AuiJerdem kann es zu Diffusionsproblemen 

20 kommen. Wegen dieser Nachteile werden Ublicherweise nicht quellbare Trager Wr die chemische Umset- 
zung insbesondere die Synthese von Nukleinsauren Oder Nukleinsaurefragmenten eingesetzt Ein ge- 
brauchliches Material hierfOr ist Silicagel. 

Silicagel ist ein oft eingesetzter unldslicher TrSger fUr den chemischen Aufbau von Nukleinsauren. 
Dieses Material besitzt eine breite Verteilung verschiedener PorengrBflen und eine unregelmS0ige Poren- 

26 struktur. 

FQr die Synthese doppelstrSngiger ONA unter Verwendung sowohl chemischer als auch enzymatischer 
Reaktionsschritte wurden von Z. Hostomsky & J. Smrt in Nucleic Acids Research Symp. Ser. 18, 241- 244 
(1987) Fractosil 1000®, ein Silicagel mit einer PorengrSfle von 1000 A und Sephacryl-500®, ein durch 
dreidlmensionale Vernetzung von linearen Dextran-Ketten mit N,N'-Methyten-bis(acrylamid) erhattliches, 
30 hydrophiles. gelbikJendes, d. h. quellbares Material auf ihre Eignung als Tragermaterialien miteinander 
verglichen. Es wurde dabel festgesteilt, daB das nicht quellbare Silicagel im Gegensatz zu dem gelbilden- 
den Trager die enzymatischen Reaktionen, Ligierung bzw. Freisetzung der fertigen Nukleinsaure vom 
Tragermateriai teilweise bzw. vollstMndfg inhibierte. 

Nach wie vor bestand deshalb bis heute Bedarf an Tragermateriai fQr den kombinterten Einsatz 
35 chemischer und enzymatischer Methoden zur Umsetzung von Nukleinsauren Oder Nukleinsaurefragmenten 
an uniaslichem, polymeren Tragermateriai, das fQr chemische Reaktionen die Nachteile quellbarer Trager 
vermeidet und vorteilhaft fQr enzymatische Reaktionen eingesetzt werden kann. 

Die Aufgabe der Erfindung war es, geelgnete Trager fUr die enzymatische oder chemische und 
enzymatische Umsetzung von Nukleinsauren oder Nukleinsaurefragmenten an Festphasen bereitzusteilen, 
40 die die vorstehenden Anforderungen erfUllen. 

GelCst wird diese Aufgabe durch die in den AnsprUchen charakterlsierte Erfindung. 
Der erfindungsgemafle Trager zur chemischen und enzymatischen Umsetzung von Nukleinsauren oder 
Nukleinsaurefragmenten besteht aus einem unloslichen, nicht Oder nicht wesentlich quellbaren, porasen 
Polymeren, an das die zur Reaktion zu bringenden Nukleinsauren oder Teile von Nukleinsauren eventuell 
45 mit in der Nukleinsiurechemie Gblichen Schutzgruppen versehen, fixiert sind, wobei die Poren des 
Polymeren im wesentlichen eine definierte Grofle innerhalb eines bestimmten Beretches aufwelsen. Die 
Poren mOssen einerseits so grofl sein, dai Enzyme im wesentlichen ungehinderten Zugang zu den zur 
Reaktion zu bringenden fixierten Nukleinsauren oder Teilen von Nukleinsauren haben. Andererseits mOssen 
die Poren so klein sein, dafl der Trager eine grofle Oberflache aufweist. die viele Reaktionsstellen anbietet, 
so um so mit mSglichst wenig Tragermateriai moglichst vlele Nukleinsaure-MolekUle umsetzen zu kQnnen. In 
diesem Slnne haben sich Trager als bevorzugt erwiesen, die Poren einer definierten Gr6fle zwischen 1400 
und 10000 A besitzen. Bevorzugt sind solche Polymere, deren Poren im wesentlichen definierte Groflen 
zwischen 2000 und 5000 A. insbesondere zwischen mehr als 2500 und 5000 A aufweisen, wobei unter 
"definierT eine maximale Abweichung von 1 10 % vom angegebenen Wert verstanden wird. 
55 Oberraschenderweise hat sich gezeigt dafl solche Polymere, die diese Porengrd/tenbedingungen 
erfullen und die von ihrer Zusammensetzung her gegenOber den fur die chemische und enzymatische 
Umsetzung von NuWeinsSuren erforderlichen Agenzien resistent sind, sich gut fOr sowohl chemische als 
auch enzymatische Reaktionen, wie z. B. solche fUr die Synthese von Nukleinsauren eignen, die manuell 
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oder automatisch durchgefuhrt warden konnen. Insbesondere wenn es sich bei dem Tra*gerpolymeren um 
ein Material handelt, das wSssrige U5sungen, insbesondere Pufferlosungen, als Medien fur Enzymreaktio- 
nen nicht aus den Hohlr3umen ausschlieflt. laufen enzymatische Reaktionen, wie Ugierungen mit Ligasen 
Oder Abspaltungen von Nukleinsauren oder Nukleinsaurefragmenten, z. B. mit Restriktionsenzymen, schnell 
5 und voilstandig ab. 

Ais bevorzugte Tragerpolymere werden anorganische Materialien. insbesondere solche. die im wesentli- 
chen aus Silicium-und Sauerstoffatomen aufgebairt sind, eingesetzt. 

Ganz besonders geeignet hat sich fUr chemische und insbesondere auch fUr enzymatische Umsetzun- 
gen von NukleinsSuren oder Nukleinsaurefragmenten Glas mit einer kontrollierten Porengrd/te von etwa 
10 3000 A erwiesen. 

Die Art des polymeren Tragermaterials ist ausschlaggebend fur die vorteilhafte Einsatzm6glichkeit des 
erfindungsgem2/ten TrSgers fOr den kombinierten Einsatz chemischer und enzymatischer Methoden zur 
Umsetzung von NukleinsSuren oder Nukleinsaurefragmenten. So ist es z. B. nicht nb*tig, nach Abschlufl 
einer chemischen Synthese von NukleinsSureketten diese von der hierfur verwendeten festen Phase 
75 abzutrennen und fOr die enzymatische Kettenverlangerung ein anderes Tragermaterial zu wahlen. Verlu- 
streiche Abtrenn- und Ankopplungsreaktionen kSnnen mit dem erfindungsgemaflen Trager vermieden 
werden. Ganz besonders fur enzymatische Umsetzungen ist der erfindungsgemafle Tracer hervorragend 
geeignet. 

Die immobilisierten Nukleinsa'uren oder Nukleinsaurefragmente konnen auf die unterschiedlichste Art 

20 und Weise an das TrSgermaterlal fixiert sein. Besonders vorteilhaft ist es jedoch, wenn der TrMger zur 
Festphasensynthese von Nukleinsauren die eventuel! mit in der Nukleinsaurechemie Obllchen Schutzgrup- 
pen versehenen Nukleinsaurefragmente kovalent an das unlosliche. nicht quellbare, por6se Polymere 
gebunden enthalt Fur die chemische Synthese von Nukleinsauren gent man dabei in bekannter Weise 
meist von eventuell geschOtzten Monomeren entsprechender Nukleinsauren aus, es konnen aber auch 

25 Oligomere eingesetzt werden. Bei der enzymatischen Umsetzung sind oft gro/tere Nukleinsa'urefragmente 
an das polymere Tragermaterial gebunden. Die enzymatische Umsetzung von kleinen Nukleinsaurefrag- 
menten ist aber natOrlich oft genauso m6glich. 

In einer bevorzugten AusfUhrungsform des erfindungsgemaflen Tragers sind die Nukleinsaurefragmente 
uber einen Spacer an das Polymer gebunden. Als Spacer kommen eine Vielzahl von Substanzen in 

30 Betracht. die von dem Fachmann je nach den zur Frage stehenden Umsetzungen ausgewShlt werden 
kSnnen. Gesichispunkte fQr eine solche Wahl sind insbesondere die Stabllltat gegenuber den jeweils 
gewahlten Reaktionsbedingungen bei sowohl den chemischen ais auch den enzymatischen Umsetzungen. 
Ganz besonders vorteilhaft hat es sich innerhaib der Methoden der chemischen Nukleinsauresynthese fur 
die heutzutage vorherrschende Phosphitmethode erwiesen, wenn die zur Reaktion zu bringende eventuell 

35 mit in der Nukleinsaurechemie ublichen Schutzgruppen versehene Nukleinsaure oder der Teil einer 
Nukleinsaure mit einem Aminopropylsilyl-Spacer 

(-S1-(CH 2 ) 3 -NH-) 

40 

an das Tragermaterial gebunden ist. Speziell Trager der allgemeinen Formel I 

OR 0 0 

i o w 

4S Polymer-O-S i-CH 2 -CH 2 -CH 2 -NH-C-CH 2 -CH 2 -C-O-Nukl . (I) 

OR' 

in der 

so Polymer ein Glas mit einer kontrollierten Porengrfifle zwischen mehr als 2500 und 5000 K bevorzugt von 
etwa 3000 A, 

R und R , die gleich oder verschieden sein k&nnen, Ct-C 5 -Alkyl oder Polymer, und 
Nukl. eine eventuell mit in der Nukleinsaurechemie Qblichen Schutzgruppen versehenes Fragment einer 
Nukleinsaure 
55 bedeuten, 

haben sich fOr die kombinierte chemische und enzymatische. Synthese von Nukleinsauren hervorragend 
bewahrt. Insbesondere enzymatische Umsetzungen kflnnen hieran vorteilhaft durchgefOhrt werden. 

Das Fragment einer Nukleinsaure in der Bedeutung von Nukl. kann sowohl ein einzelnes Nukleotid als 
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auch ein Oligomer aus 2 - 100 Monomereinheiten oder ein grofleres Polymer mlt mehreren hundert 
Monomereinheiten sain. 

Als Fragment einer Nukleinsaure in der Definition von NuW. haben sich fOr enzymatische Umsetzungen 
besonders Oligonukleotide aus 6 • 30 Nukleotiden bewahrt. Ganz besonders bevorzugt sind solche 
s Oligonukleotide aus 1 5 - 25 Nukleotiden. 

Analog dem von T. Atkinson und M. Smith bel M. J. Gait (Ed.) In "Oligonucleotide synthesis - a 
practical approach". IRL Press, Oxford. Washington D.C. (1984), S. 45 • 49 beschriebenen Verfahren kanri 
ein solcher ganz besonders bevorzugter TrSger durch Aminopropylierung von controlled pore glass 3000 A 
(CPG 3000, Serva, Heidelberg, Bundesrepublik Deutschland) und Umsetzung mit dem entsprechenden am 
70 3'-Ende durch p-nitrophenylsuccinyl substituierten eventuell durch in der Nukleinsaurechemie Oblichen 
Schutzgruppen versehenen NuWeinsaurefragment hergesteilt werden. Es konnen so Beladungsdlchten von 
etwa 1 umol bis 30 umol Nukleinsaure Oder Nuklelnsaurefragment pro Gramm polymerem Tragermaterial 
hergesteilt werden. Besonders bevorzugt sind Trager mit einer Beladungsdichte von 5 bis 1 1 umol/g. 
Ein welterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Synthese von Nukleinsaure nach einer 
75 Festphasenmethode, wobel als feste Phase ein unlflsliches, nlcht quellbares, poroses Polymeres eingesetzt 
wlrd, dessen Poren im wesentlichen eine definierte Gro/te zwischen 1400 und 10 000 A besitzen. 
Vorzugsweise haben die Poren eine kontrolllerte Grfifle zwischen 2000 und 5O00 A, insbesondere zwischen 
mehr als 2500 und 5000 A. 

Unter Festphasenmethoden werden hier aile diejenigen Verfahren zur Synthese von Nukleinsauren 
20 verstanden, die heterogen ablaufen, d. h. wo ein Nukleinsaureteil, sel es ein Monomer, wie ein eventuell mit 
in der Nukleinsaurechemie Oblichen Schutzgruppen versehenes Nukleosid Oder Nukleotid. oder ein aus 
mehreren Monomereinheiten bestehendes eventuell ebenfalls geschOtztes NukleinsSurefragment an ein 
unlSsliches Tragermaterial fixiert wird, mlttels chemischer und enzymatischer Reaktionen oder mitteis 
enzymatlscher Reaktionen alleine urn elne oder mehrere Monomereinheiten verUingert und nach Abschlufl 
23 der Synthese die fertige Nukleinsaure gegebenenfalls von der festen Phase abgelfist wird. 

FUr die chemische Synthese von Nukleinsauren sind das Phosphodiester-, Phosphotriester- und das 
Phosphitverfahren Obllch, wobei sich gerade die beiden letzten Methoden und hiervon insbesondere die 
Phosphitmethode fOr die Festphasensynthese von Nukleinsauren als vorteilhaft erwiesen haben. 

wahrend sich mit chemischen Verfahren am besten Oligonukleotide aus etwa bis zu 60 Monomerein- 
ao heiten synthetlsieren lassen, kdnnen dlese mit enzymatischen Methoden zu Nukleinsauren aus mehreren 
hundert Monomereinheiten verlangert werden, wie dies bereits in der Beschreibung des Standes der 
Technik wiedergegeben Ist Obliche Enzyme sind z. B. Kinasen, Polymerasen und Ligasen. Auch zur 
Abspaitung der an einer Festphase fertig synthetisierten Nukleinsaure von der Tragermatrix konnen 
Enzyme eingesetzt werden, z. B, Restriktlonsendonukleasen. 
36 Bisher war eine efflziente, eventuell automatisierbare Synthese von Nukleinsauren, die chemische und 
enzymatische Verfahrensschritte beinhaltet, nur moglich, wenn im Falle des Einsatzes quellbarer Festpha- 
sen die Nachteile mangeinder mechanischer Stabilitat, langer Wasch- und Reaktionszeiten sowie eventuel- 
ler Nebenreaktionen oder Im Falle des Einsatzes nicht quellbarer Festphasen eventuelle Inhibierungen 
eingesetzter Enzyme und damit unvollstandige Reaktionen in Kauf genommen wurden. Zur Vermeidung 
40 elniger dieser Nachteile konnten die chemischen Syntheseschritte auf einem nicht quellbaren TrSgermateri- 
al und die enzymatischen Syntheseschritte auf einem quellbaren Material durchgefUhrt werden. Dies 
bedeutete jedoch, dafl wahrend der Synthese das Tragermaterial gewechselt werden muffle und verlustrei- 
che Abtrenn- und Ankopplungsreaktionen durchgefOhrt werden muflten. 

Das erfindungsgemafle Verfahren mit den Schritten: Fixierung eventuell mit Schutzgruppen versehener 
45 Nukleinsaurefragmente an ein un!5sliches, nicht quellbares, poroses Polymer, Veriangerung der immobili- 
sierten Nukleinsaurefragmente durch weitere Nukleinsaurefragmente und gegebenenfalls Abspaitung ferti- 
ger Nukleinsauren vom unldslichen Polymer weist diese Nachteile nicht auf. Es ist in sehr vorteilhafter 
Weise fUr den kombinierten chemischen und enzymatischen Nukleinsaureaufbau geeignet. Ein Wechsel 
des Tragermaterials bei Kombination chemischer und enzymatischer Syntheseschritte ist nicht notig. Ganz 
so besonders ist das Verfahren fOr die enzymatische Nukleinsauresynthese geeignet. 

Erfindungsgemafl wird als Tragermaterial ein im wesentlichen aus Silicium- und Sauerstoffatomen 
bestehendes Polymer bevorzugt, das sich durch seine grofle mechanische Stabilitat und durch seine hohe 
permanente Porositat und geringe Quellungsporositat besonders auszeichnet. Dies gilt ganz besonders fur 
Glas einer definierten Porengr5j3e zwischen • 1 400 und 10000 A. Insbesondere Glas einer kontrollierten 
55 Pprengrdfle von etwa 2000 - 5000 A, vorzugsweise zwischen mehr als 2500 und 5000 A und ganz 
b sonders seiches einer kontrollierten Porengrofle von etwa 3000 A zeigt hervorragende Bgenschaften, die 
es als nicht quellbares. poroses Material far eventuell automatisierbare Festphasenverfahren empfehlen. 
Besonders hervorzuheben ist hierbei die Bgnung zur Immoblliserung von Nukleinsauren oder Nukleinsaure- 
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fragmenten und die Bgnung solcher festphasengebundener Substanzen als Enzymsubstrate zu wirken. 

Nukleinsaurefragmente kSnnen auf die unterschiediichste Art und Weise an das Tragermaterial flxiert 
warden. Besonders vorteilhaft 1st s jedoch, wenn die Nukleinsaurefragmente, die gegebenerrfails mit 
Schutzgruppen versehen sein kdnnen, kovalent an das unlosiiche, nicht quellbare Polymere gebunden 
werden, vorzugsweise Ober einen Spacer, wobei als Spacer eine Vielzah! von Substanzen in Betracht 
kommen, die von dam Fachmann je nach den zur Frage stehenden Umsetzungsbedlngungen gewahrt 
werden kdnnen. Ganz besonders vorteilhaft hat es sich erwiesen, wenn die Nukleinsaurefragmente, die 
gegebenenfalls durch eine in der Nukieinsaurechemie Obliche Schutzgruppe geschUtzt sein konnen, mit 
einem Aminopropylsiiyl-Spacer 

(-Si-(CH 2 )3-NH-) 

an das Tragermaterial gebunden werden, z. B. mittels (CaHsOJaSI-O-fCKfe^-N^. Insowelt sind die vorste- 
hend beschriebenen Trager der allgemeinen Formel I besonders geeignet fUr das erfindungsgemaBe 
Verfahren. 

Eine Inhibierung von Enzymen wird hierbei nicht beobachtet. Dies gilt insbesondere fOr PolynukleotidW- 
nase, DNA-Polymerase sowie RNA- und DNA-Ligase und Restriktionsendonukleasen. Das erf indungsgema- 
0e Verfahren elgnet sich deshalb ganz besonders fUr enzymkatalysierte Umsetzungen Immobillsierter 
Nukleinsauren oder Nukleinsaurefragmente. Beispiele solcher enzymatlschen Umsetzungen sind die enzy- 
matische Phosphorylierung von OligonuMeotidfragrnerrten, wie z. B. Oligodeoxythymidylat mit V 
Polynukleotid-Kinase, 

das Anllgieren von ONA-Fragmenten an Oligonukleotide, wie z. B. Oligodeoxythymidylat mit Hilfe von DNA- 
Ligase in Gegenwart eines Gegenstrangfragments, 

KettenverlMngerung durch einstrangiges AnknOpfen von DNA-Fragmenten mit 3'-Riboterminus an ein 

immobilisiertes Oligonukleotid. wie z. B. Oligodeoxythymidyiat, mit Hilfe von RNA-Ligase, 

Replikation eines immobilisierten RNA-DNA-Hybridstranges durch Klenow-ONA-Polymerase in Gegenwart 

elnes universeil einsetzbaren Starteroligonukleotids, wie z. B. Oligodeoxyadenylat Oder 

Abschneiden eines immobilisierten Oligonukleotid- Doppelstranges durch den Bnsatz von Restriktlonsenzy- 

men. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung eines unloslichen, nicht quellbaren, porfisen 
Polymeren. dessen Poren im wesentiichen eine definierte GrSfle zwischen 1400 und 10000 A haben, als 
Tragermaterial fur die Immobilisierung von Nukleinsauren oder Nukleinsaurefragmente, insbesondere dann. 
wenn solche tragerfixierten Verbindungen zur enzymatischen oder chemischen und enzymatischen Umset- 
zung von Nukleinsauren oder Nuklelnsaurefragmenten an einer Festphase eingesetzt werden. Solche 
Polymere eignen sich auch zum Einsatz Wr Syntheseautomaten zum Aufbau von Nukleinsauren, da sie sich 
durch hohe mechanische Stabilitat und dauerhafte Belastbarkeit mit wechseinden Reagenzien und Losungs- 
mitteln auszeichnen. Ganz besonders geeignet sind die vorgenannten Polymere jedoch als Tragermaterial 
fOr enzymatische Umsetzungen, da diese daran ungehindert ablaufen. 

Bevorzugt sind anorganische Polymere, insbesondere solche, die im wesentiichen aus Silicium- und 
Sauerstoffatomen aufgebaut sind. Vorteilhafterweise besitzen solche Poiymere Poren definierter Grofle 
2wischen 2000 und 5000 A, insbesondere zwischen mehr als 2500 und 5000 A. Ganz besonders vorteilhaft 
hat sich Glas mit einer kontrollierten PorengrdUe von etwa 3000 A erwiesen. 

Solche weitporigen, nicht quellbaren Polymere eignen sich fUr die chemische Synthese, weii sie leicht 
auswaschbar sind, so dafi ReagenzienQberschusse und Losungsmittel gut entfemt werden konnen. Aufler- 
dem erlaubt das erfindungsgemafle Tragermaterial sehr hche, nahezu quantitative Ausbeute bei den 
chemischen Kondensationsschrltten. 

Als besonders vorteilhaft erweist sich die erfindungsgemafle Verwendung weitporigen, nicht quelibaren 
Polymers fOr enzymatische Reaktionen zum Aufbau oder zur Abkopplung von Nukleinsauren vom Trager- 
material. Enzyme werden durch das Material nicht inhibiert und akzeptieren die damit immobilisierten 
Nukleinsauren oder Nukleinsaurefragmente als Substrate. 

Im folgenden wird die Erfindung durch Beispiele naher erlautert Diese sollen jedoch keine Bnschran- 
kung des Erfindungsgegenstandes bedeuten. 

In den Beispielen verwendete AbkOrzungen: 
Tris Tris(hydroxymethyi)-aminomethan 
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DTT Dithiothreitol 

ATP AdenosJn-5'-triphosphat 

EDTA Ethylendlamin-tetraessigsaure 

Cpm Counts pro Minute 
s HEPES 4-{2-Hydroxyethyl)-l -piperazin-ethansuifonsauro 

DMSO Dimethylsulfoxid 

PEG Polyethylenglykol 

TE Tris/EDTA-Puffer 

BSA Rinderserum-Albumin 
w DMTrdT mit Dimethoxytritylgruppe in 5-Position substitulertes Deoxythymldin 

MS NT -<Mesity!ensufphonyl)-3-nrtro-1 ,2.4-triazol 

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat 

TEA Triethylamin 

15 

Belsptej 1 

Synthase ImmobMslerter (dT) 2 o Ollgonukleotlde 

20 

A) Synthase immoblilslerten monomeren Deoxythymidlns 



25 a)Tragermater1al Controlled Pore Glass (CPG) (Serva, Heidelberg, Bundesrepubllh Deutschland) 



Amlnopropyllerung 

oo Die Aminopropylierung des Tragermaterials erfolgte analog der Literaturstelle Matteucci und Caruthers, 
J. Amer. Chem. Soc 103, 3185 - 3191 (1981). Ansatz: 
5 g CPG 1400 bzw. CPG 3000 
2,6 ml 3-Aminopropyl-triethoxysilan 
3 ml Trimethylchlorsilan 

35 

CPG 1400 bzw. CPG 3000 wird durch Umsetzung mit 3-Aminopropyl-triethoxysilan in 50 ml Toluol 
funktionalisiert Die Reaktionsmischung wird 12 h bei Raumtemperatur geschQttelt und anschlieflend 18 h 
unter ROckflufl gekocht Der Trager wird abgesaugt und dreimal mit je 20 ml Toluol, dreimal mit je 20 ml 
Methanol und zweimal mit je 20 ml 50 %iger wassriger Methanol-Losung gewaschen. Das CPG wird dann 
40 Ober Nacht in wassriger Methanol-Losung geschQttelt. Die flOssige Phase wird abgetrennt und das CPG 
zweimal mit je 20 ml Methanol gewaschen. Anschlieflend wird es zunachst an der Luft, anschlieflend im 
Vakuum getrocknet. 

Nicht umgesetzte Hydroxylgruppen des Glases werden durch Reaktion mit Trimethylchlorsilan in 10 ml 
abs. Pyridln blockiert Die Suspension wird Ober Nacht geschattelt, anschlieflend abgesaugt und das Glas 
45 fOnf mal mit je 20 ml Methanol und dreimal mit je 20 ml Diethylether gewaschen. Nach Lufttrocknung 
erfolgt die vollstSndige Trocknung des amlnopropyiierten CPG im Vakuum. 



5'-O-DMTr-3'-0-Succlnyl-nucleosld 

50 

Analog dem Verfahren von Matteucci und Caruthers, J. Amer. Chem. Soc. 103, 3185 - 3191 (1981) 
werden 

2,5 mmol DMTrdT 

2,0 mmol (200 mg) Bernsteinsaureanhydrid 
55 300 mg 4-N,N-Dimethyiaminopyridin (DMAP) 
5 ml Pyridin, abs. 

umgesetzt. s'-O-DMTr-geschUtztes Deoxythymldin wird in Pyridin aufgelSst, zweimal absolutiert und mit 
DMAP sowie Bernsteinsaureanhydrid versetzt, Der Ansatz wird 12 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt 
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und dann dQnnschichtchromatographisch geprOft Bet ausreichendem Umsatzgrad wird das Pyridin entfemt 
und der RQckstand in 30 ml Dichlormethan aufge!*5st. Die Dichlormethanlosung wird gegen isg ktlhtte 10 
%ige w^ssrige ZitronensSur ausgeschUttelt und did organische Phase anschlieflend zweimaJ mit je 15 ml 
Wasser gewaschen. Nach Trocknen der Dichiormethanschicht Qber Natriumsulfat wird die Lflsung am 
Rotationsverdampfer konzentriert und in 250 ml Petrolether ausgefallt. Der Niederschlag wird abgesaugt 
und noch zweimal mit je 20 ml Petrolether nachgewaschen. Die Ausbeute betr§gt 90 % der Theorie. 



Darstellung des p-NKrophenylesters 

Analog dem Verfahren von Matteucci und Caruthers, J. Amer. Chem. Soc. 103, 3185 - 3191 (1981) 
werden 

1 mmol 3'-0-succinyliertes Nucleoid (wie vorstehend beschrieben hergestellt) 
1 mmol (207 mg) Dicyclohexylcarbodilmid (DCC) 

1 mmol (140 mg) 4-Nitrophenol 
3 ml Dioxan, abs. 

02 ml Pyridin. abs. 

umgesetzt s'-O-Dimethoxytrityl-S -O-succinyl-deoxythymldin wird in der pyridinhaltigen Dioxanldsung ge* 
lost und das DCC zugefQgt Aus der anfangs klaren Losung fallt innerhaib kurzer Zeit Dicyciohexyihamstoff 
aus. Nach zwet Stunden Reaktionsdauer wird die Reaktionsmischung dUnnschichtchromatographisch ge- 
prOft Dicyciohexyihamstoff wird abfiltriert und das Filtrat sofort mit dem vorbereiteten Tragermateriai 
umgesetzt. 



Umsetaung der Atttivester mit dem aminopropyllerten Tr&ger 

Analop Matteucci und Caruthers, J. Amer. Chem. Soc. 103, 3185 - 3191 (1981) werden 
1 mmol 5 -0-DMTr-3'-0-(4-nitrophenyl)succinyideoxythymid!n 
2,5 g Tragermateriai 
8 ml Dimethyiformamid, wasserfrei 
1 ml Triethylamln, wasserfrei 
1 ml Acetanhydrld 
5 ml Pyridin, wasserfrei 
50 mg 4-N.N-Dimethylaminopyridin (DMAP) 

umgesetzt Aminopropyliertes CPG wird in Dimethyiformamid suspendiert Die Losung des Nitrophenyl- 
Aktivesters des Monomeren wird zugesetzt Triethylamln zugegeben und die Reaktionsmischung vorsichtig 
geschuttelt Nach 12 Stunden Reaktionsdauer wird der TrSger abgesaugt und mit Dimethyiformamid, 
Methanol und Diethylether gewaschen. Nach dem Trocknen an der Luft wird die Substanz in Vakuum 
aufbewahrt. 

Die Maskierung unumgesetzter Aminogruppen erfolgt durch Umsetzung mit Esslgsaureanhydrid in 
absoiutem Pyridin. Als Katalysator wird DMAP zugesetzt Nach 30 Minuten wird der TrSger abgesaugt mit 
Methanol gewaschen, an der Luft und im Vakuum getrocknet 



b) Tragermaterialien Cellulose bzw. Sepharose 



Beladung der organischen Tragermaterialien mit 3-O-succinylIertem Nucleosid 

Analog R. Frank et a!.. Nucl. Acids Res. 11^, 4365 -4377 (1983) werden 
2 g Tragermateriai (Whatman FiiterplMttchen, Nr. 3, Durchmesser 0,9 mm bzw. Sepharose 4B CL in 
Dioxan) 

1 mmol 3'-0-succinyliertes Deoxythymidln 

2,08 g (7 mmol) MSNT 

0.2 ml 1-Methylimidazol 

150 mi absolutes Pyridin 

50 ml Pyridin 

50 mi Chloroform 
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50 ml Ether 

20 ml Acetanhydrid 

1 g 4-N.N-Dimethylaminopyridin (DMAP) 
zur Reaktion gebracht. 

6 Das Tragermaterial wird dreimal mit jewells etwa 20 ml absolutem Pyridin versetzt und absolution 
Dann wird das 3'-0-succ(nyllerte Nucleosid, MSNT und 1 -Methylimidazol zugegeben und der Ansatz 3 
Stunden bei Raumtemperatur geschattelt. Die sich wShrend dleser Zeit schwarz verfMrbende Reaktionsie- 
sung wird in einer Schlenk'schen Fritte weltgehend vom Trager abgesaugt und das Tragermaterial mit 
Pyridin, Chloroform und Ether wieder weifl gewaschen und getrocknet. Zur Blockierung noch unumgesetzter 

10 Hydroxylgruppen wird der Trager mit 40 ml einer Mischung aus 80 mi Pyridin, 20 mi Acetanhydrid und 1 g 
DMAP zwei Stunden lang geschQttelt. Danach wird das Material erneut mit Pyridin, Chloroform und Ether 
gewaschen und getrocknet. 

is c) Bestlmmung der Tragerbeladung 

Die Monomer-Beladung des TrSgers wird durch die spektrophotometrische Quantnlzierung der Faroe 
des Dimethoxytrityl(DMTr)-kations bestimmt Bne 1 mg Probe wird entnommen, das DMTr-Kation durch 
SMurebehandlung freigesetzt und die Absorption bei 498 nm bestimmt. Die Desoxyribonucleosid-Beladung 
20 wird nach der Fbrmel berechnet 

E498( nIn ) x v ( ml ) X 14,3 

__ = x umol Nucleotid/g Trager 

26 Einwaage (mg) 

498 35 7 x 104 cm2 1Mno1 "' 1 

30 

Es werden die folgenden Beladungen ermittelt: 



35 



Tracer 


Monomer 


Beladung 
(umol/g) 


CPG1400 


DMTrdT 


15.8 


CPG 3000 


DMTrdT 


10,4 


Cellulose 


DMTrdT 


96,2 


Sepharose 


DMTrdT 


91 .3 



45 B) Synthese von CPG-{dT 2 o), Cellulose-{dT 20 ) und Sepharose(dT 2 o) 



a)Synthese von CPG-(dT 2 o) 

Jeweils 20 - 50 mg mit dem unter A) hergestellten Deoxythymidin (3'-Terminus) beiadenen CPG- 
Material werden in eine Stahlsaule oder Kartusche gefOllt. die durch ein Einspannsystem befestigt und mit 
einem SAM l-Synthesizer (Rrma Biosearch) verbunden ist. 
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Reagenzien: 


Detritylierung: 


3 % Trichloressigsaure in Dichlormethan 


Kbndensatlon: 


DMTrdTp ,n (NR2 , Me) mit R ■ isopropyl 350 mg Tetrazoi 




in 10 ml absolutem Acetonitril wasserfreies Acetonitril 


Oxidation: 


500 mg Jod in 125 ml Tetrahydrofuran, 12.5 ml Wasser 




und 1 ml Pyridin 


Capping: 


12,5 mi Acatanhydrid in 12,5 mi TEA, 75 ml Acetonitril 




und 4 ml 1-Methyiimidazol 


Waschschritte: 


wasserfreies Acetonitril 



Die einzelnen Schritte eines Zyklus laufen wie folgt ab: 

1. Detritylierung: 

Die 3 %ige Trichloressigsa*ure In Dichlormethan wird zur Abspaltung der Dimethoxytrityl-Gruppe 2-3 
Minuten lang durch das Tragermaterial gepumpt. Die rotgefMrbten Detritylierungsiflsungen warden in einem 
Probensammler aufgefangen und konnen zur Ausbeutebestimmung herangezogen werden. 

2. Waschen: 

Saurespuren werden durch Waschen mtt Acetonitril entfemt. 

3. Kondensation: Von dem aktivierbaren Nucleosid (DMTrdTp m (NR2,Me) mit R = isopropyl) wird pro 
Kondensationszyktus 50 mg in einer Konzentration von 50 mg/ml in einem Vorratsgefa/3 vorgelegt, aus dem 
wahrend den Kondensationszyklen vermischt mit der Tetrazol-Losung das Monomere innerhalb einer 
Minute durch die Saule gepumpt wird. Anschlieflend wird das reaktionsfahige Monomere zur Verbesserung 
der Ausbeute 8 Minuten lang Uber eine Schieife durch die SSule umgepumpt. 

4. Waschen: 

OberschQssig eingesetzte Reaktanden werden durch mehrere Minuten dauemdes Waschen mit Acetonitril 
ausgespQIt. 

5. Oxidation: 

Durch zweiminutiges Durchpumpen der Jodlosung durch die SMule wird der dreiwertige Phosphor des 
Phosphor IgsSuretriesters zum fOnfwertigen Phosphor aufoxidiert. 

6. Waschen: 

Das Auswaschen der Oxidationslosung erfolgt wiederum durch Waschen mit Acetonitril. 

7. Capping (MasWerung unumgesetzter Hydroxylgruppen): 

Die Capping-LSsung wird zwei Minuten lang durch das Tragermaterial gepumpt. 

8. Waschen: 

Die Capping-Lflsung wird durch Waschen mit Acetonitril aus dem Reaktionsgemisch entfemt. 

Der Ablauf eines Synthesezyklus Im SAM-Synthesizer erfordert einen Zeitaufwand von etwa 25 
Minuten. 



b) Synthase von Cellulose-(dT 2 o) und Sepharose-{dT)2o 

Bei den Cellulose- und Sepharose-Materialien wurden die unter a) genannten Waschschritte auf etwa 
die doppelte Zeit verlangert (von Ublicherweise zwischen 2 und 3 Minuten auf ca 5 Minuten) Nach der 
Detritylierung war die Enfuhrung eines zus2tzlichen Waschschrittes mit Dichlormethan vor dem Waschen 
mit Acetonitril erforderiich.um aile noch im Tragermaterlai befindiichen Saurespuren vollstMndig entfemen 
zu konnen. (2 Minuten Waschen mit Dichlormethan) 



c) Beladungsdlchte 

Die Hersteilung von (dT 2 o)-Oligonukleotiden an den verschiedenen Tragermateriallen im SAM I- 
Synthesegerat ergab folgende Beladungen: 
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Trager 


Endbeladung 


CPG 1400 


1 1 ,7 umol/g 


CPG 3000 


7,8 umol/g 


Cellulose-F.P. 


25,4 umol/g 


Sepharose CL 


30.7 umol/g 



Nach Abspaltung der Schutzgruppen (OMTr und Methoxy) verblieb das Oligonucleotid an der festen 
Phase und wurde nach Entfemung von Reagenzien und organischen Losungsmitteln bis zur Verwendung 
fUr enzymatische Umsetzungen getrocknet und im KUhlschrank aufbewahrt. 



75 d) Schutzgruppenabspaltung 

Abspaltung der DMTr-Schutzgruppe: 

so Wahrend einer Synthase wird die DMTr-Gruppe mit 2 % Trichloressigsaure in Methylenchlorid wahrend 
2 min. bzw. 3 % Dlchloressigsaure in Methylenchlorid innerhalb 3 min abgespaiten. Soil das Produkt ohne 
Affinitatschromatographie aufgereinigt werden, so eriolgt die sofortige Detritylierung des Oligonucleotids 
noch im Syntheseapparat. Nach einer affinitatschromatographischen Aufreinigung erfolgt die Abspaltung der 
DMTr-Schutzgruppe vom Oligonucleotid durch eine 30minUtige Behandlung mit 80 %iger Essigsaure. Nach 

25 erfolgter Lyophilisation wird zweimal Wasser zugegeben und erneut lyophilisiert. Die DMTr-Gruppe wird 
dann mit Ether extrahiert und das Produkt eingedampft 



Abspaltung der Methoxy-Gruppe am Phosphat 

Die Abspaltung der Methoxygruppe erfolgt durch Behandlung des Tragers mit einer frisch bereiteten 
LSsung aus Thiophenol : TEA : Dioxan = 1:2:2 Ober einen Zeitraum von 45 min. Die flGssige Phase wird 
anschlieflend abgetrennt und der Trager dreimal mit 1 ml Methanol und dreimal mit 1 ml Diethylether 
gewaschen. 



Belsplej 2 



40 Enzymatische s'-Phosphorylierung eines Immobllisierten (dT) 2 o Oligonucleotids 

Zu 100 ug CPG3000-{dT 2 o) aus Beispiel 1 (ca. 500 pmol - 1 nmol 5 -OH-Enden) wird 1 ul Kinase-Puffer 
(400 mM Tris-Salzs3urepuffer pH 7,6, 100 mM Magnesiumchlorid, 10 mM DTT, 50 % Glycerin) 1 ul - 32 p- 
ATP sowie 1 ul einer 100 uM kalten ATP-L6sung, 1 ul T4-PolynukleoUd-Kinase zugefUgt und mit bi 
45 destilliertem Wasser auf ein Gesamtvotumen von 10 ul aufgefOllt. Die Reaktionsmischung wird 15 Minuten 
bei 37 * C inkubiert Zur quantitativen Phosphorylierung der freien s'-Hydroxylgruppen wird anschiieSend 1 
ul 1 mM ATP zugegeben und weitere 15 Minuten bei 37 - C reagieren gelassen. Die Beendigung der 
Reaktion erfolgt durch Zugabe von 1 ul 250 mM EDTA-L6sung/10 ul Reaktionslfisung 

50 



56 



i 
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Reaktionsansatz: 


Stammldsung 


Reagenz 


Endkonzentration 




CPG 3000 -^p-ATP 


0,1 uM 


400 mM 


Tris.Ha pH 7,6 


40 mM 


100 mM 


Magnesiumchlorid 


10 mM 


10 mM 


DTT 


1 mM 


50% 


Glycerin 


5 % 


4u/ul 


T4-PN-Kinase 


400u/ml ! 


10 ul 


Gesamtvolumen 





Der TrSger wird anschlle/Jend zur Entfemung ungebundener Reaktanden und Puffer fQnfmat mit jewetls 
500 ul 0,1 M DikaKumhydrogenphosphat-Lc'sung gewaschen. Die Effizienz der Waschungen wird durch 
75 Cerenkov-Messung UberprUft Die am Tra'ger verbleibende RestaktivitStsmenge liegt bel dlesem Verfahren 
zwischen 8 x 10 s und 2.4 x 10 s cpm. 

^P zermilt mit einer Haibwertszeit von 14 Tagen. Durch die Cerenkov-Messung werden die ZerfMlIe pro 
Minute (counts per minute, cpm) ermitteit. Oies erfolgt in einem formalen Szintillationszahler. Die Radioakti- 
vitatsmenge zwischen 8 x 10 s und 2,4 x 10 s cpm I3flt einen Schtufl auf die Menge des eingebauten 
20 radioaktiven Phosphats im am TrMgermaterial immobilisierten Oligonucleotld zu. Da anschlieflend durch 
Zugabe von "kaJtem" ATP vollstSndig phosphoryliert wird, macht die Radioaktivitatsmenge eine Aussage 
dariiber, ob die Klnase-Reaktion Oberhaupt stattgefunden hat. oder sei es durch irgendwelche Kontamtnatto- 
nen im Tracer oder durch Saize bzw. 

Unreinheiten des Oligonucleotids inhibiert war. Hohere Radioaktivftatsmengen sind gOnstig, da das 
26 Oligonucieotid Ober einen langeren Zeitraum sichtbar gemacht werden kann. Die Kinasierung des TrMger- 
Oiigonucleotids ist Voraussetzung fu*r alls Obrigen enzymkatalysierten Umsetzungen. 

Beim Bnsatz grBflerer TrSgermengen (500 ug - 1 mg) wird in einem Gesamtvolumen von 40 ul 
gearbeitet, die anfangliche ATP-Konzentration liegt bel 100 uM, nach 15 Minuten wird 1 ul einer 10 mM 
ATP-Ldsung zugesetzt Reaktionstemperatur und -dauer bleiben gleich. 

30 

Belsplei 3 

35 Enzymatlsche VerknUpfung von immobilisierten DNA-Fragmenten mit DNA-Ugase 

Das kovalent an CPG 3000 gebundenes. 5-terminal phosphorylierte Oligothymidylat aus Beispiel 2 wird 
zunachst in 15 u) Wasser mit Oligoadenylat und einem weiteren nlcht immobilisierten Oligonucieotid, 
welches als 3 -Ende ein Oligothymidylat basitzt, durch dreiminUtiges Aufhelzen auf 100 "C und anschlie- 
40 flendes, langsames AbkOhlen auf Raumtemperatur hybridisiert. 2 ul ONA-Ligase-Puffer (760 mM Tris- 
Salzsaure-Puffer, pH 7,6, 10 mM Magnesiumchlorid, 1 mM ATP), 1 ul 1 mM ATP und 2 ul DNA-Ugase 
werden zugegeben und das Reaktionsgemisch 6 - 24 Stunden bei 20 ' C inkubiert. 



Reaktionsansatz: 


StammlSsung 


Reagenz 


Endkonzentration 




CPG 3000-<dT) 2 op 






Oligo A 






Oligo T 




1,5 mM 


ATP 


150 uM 


10 mM 


Magnesiumchlorid 


1 mM 


760 mM 


Tris.HCI, pH 7,6 


76 mM 


6u/ul 


DNA-Ligase 


600 u/rnl 


20 ul 


Gesamtvolumen 





Zur Bestimmung der Ausbeuten wird eine Probe entnommen (2 u! Suspension) durch 30minUtige 
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Ammoniak-Behandlung vom TrSger abgespaiten und lyophilisiert Anschlieiiende Gelelektrophorese an 
elnem 10 - 20 %, denaturierend n Polyacrylamidg I, 0,4 mm, sowie Ausschneiden der Edukt- und 
Produktbanden nach der Anfertigung des Autoradiogramms und Gelelutlon mit 0,5 M Ammoniumacetat. 1 
mM EDTA wird durch Cerenkov-Vergleichsmessung der Umsatzgrad ermittelt. 

5 

Tabelte 



75 



DNA-Ugase-Reaktionen: 


CPG 


OligoA 


Oligo T 


Ausbeute an 


3000-(dT) 2q -Phosphat 






Ugierungsprodukt 


1 mg 


(dAko 1 nmol 


(dT)io 1,1 nmol 


47% 


1 mg 


(dA)i2-u 0,8 nmol 


(dT)io 1,1 nmol 


47% ! 


500 ug 


p(dA)2s-3o 2,3 nmol 


(dT)»o 5,5 nmol 


69 % 


100 ug 


(dA) 2 o 1 nmol 


(dCTAGGTio) 1 nmol 


95 % 



20 Belsplej 4 

Enzymatlscfie VerhnUpfung von immobillsierten DNA-Fragmenten und Desoxyollgonucleotlden mR 
ribo-Termlnus mlt RMA-Llgase 

25 

Alle Puffer und LSsungen, die elngesetzt werden. werden zunachst autoklaviert Oder steril filtriert 

Zu 100 ug immobilisiertem 5-terminal phosphorylierten Bcosathymidylat aus Beispiel 2 wird Desoxyo- 

ligonucleotid mit 3-Ri bo-Terminus gegeben und lyophilisiert Anschlie/tend werden 15 ul 100 mM ATP- 

Losung. 4 ul 10 mM Spermin, 4 ul 100 mM Magrrasiumchloridldsung und 4 ut 100 mM DTT-Losung 
30 dazugegeben und lyophilisiert. 2 ul 500 mM HEPES und 3 ul DM50 werden zugefOgt, kurz geschOttelt und 

dann mit 10 ul 40 %iger Polyethylenglykol-LSsung sowie mit 5 ul RNA-Ligase aufgefulit. Die Reaktionsmi- 

schung wird 48 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. 



Reaktlonsansatz: 


StammlSsung 


Reagenz 


Endkonzentration 




Trager-(dT) 2 op OIlgonucleotid-rA 




100 uM 


AtP 


75 mM 


10 mM 


Spermin 


2mM 


100 mM 


Magnesiumchlorid 


20 mM 


100 mM 


DTT 


20 mM 


500 mM 


HEPES-Puffer, pH 7,5 


50 mM 


100% 


DMSO 


15 % 


40 % 


Polyethylenglykol (MW 6000) ■ 


20% 


11 mg/ml 


RNA-Ligase 


28 ug/ul 


20 ul 


Gesamtvolumen 
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DurchgefUhrte Umsetzungen: 


Ansatz 


gelostes 


Menge 


MUSDeUlQ 




Oligonucleotid 






1 


d(T 7 A 2 )rA 


1 nmol 


55 % 


2 


d(T 7 A2)rA 


2 nmol 


70% 


3 


d(T 7 A2)rA 


4 nmol 


63% 


4 


d(T 7 A 2 )rA 


4 nmol 


66% 


5 


d(T 7 A 2 )rA 


5 nmol 


82 % 


6 


d(GATCCA)rA 


5 nmol 


80 % 


7 


d(GATCCA)A 


2 nmol 


66 % 


8 


d(N)* 8 rA 


500 pmo( 


30 % 


9 


d(N) +8 rA 


500 pmol 


40 % 


10 


d(N)i 8 rA 


700 pmol 


46% 



Nach erfolgter Umsetzung wird der Trager dreimal mlt jewells 500 ul TE (10 mM Tris-Salzsaure-Puffer, 
pH 7.6, 2,5 mM EDTA) gewaschen, eine Probe entnommen, mittels Ammoniakbehandlung vom Trager 
abgespalten und gelelektrophoretisch an einem 10 -20 %igen Polyacrylamldgel aufgetrennt. Analog zum 
Verfahren bei den DNA-Ligasereaktionen aus Belspiel 3 werden die Ausbeuten nach der Gelelution durch 
Cerenkov-Vergleichsmessungen bestimmt 

Wenn nach der ersten RNA-Ligasereaktion wertere RNA-Ugase-Reaktionen durchgefuhrt werden sollen, 
mu/3 zunachst eine quantitative Phosphorylierung der DNA-Termlni mlt Hydroxylenden erfolgen. HierfUr 
mufl der TrSger zur Entfernung von Reagenzien aus der RNA-Ligasereaktion phenolisiert werden: 

- Zugabe von 500 ul Phenol, 30 Sekunden mixen, 1 Minute zentrifugieren, Phenolphase abnehmen; 

- Zugabe von 500 ul Phenol: Chloroform = 1:1, 30 Sekunden mixen, 1 Minute zentrifugieren, organische 
Phase abnehmen; . 

- Zugabe von 500 ul Isoamylalkohol: Chloroform = 1:25, 30 Sekunden mixen, 1 Minute zentrifugieren, 
organische Phase abnehmen, kurz e vapor ier en. 

Durch eine anschlieflende erneute DurchfUhrung der Phosphorylierungsreaktion mit T4^Polynucleotid- 
Kinase liegt die RadioaktivitSt des Tracers wieder auf 1 - 2 x 10 s cpm und die 5'-Termini sind 
phosphoryliert. Eine weitere, im Anschlu/5 durchgefOhrte BnzelstrangverknOpfung mit RNA-Ligase gibt am 
Beispiel der TrMgerprobe 10, welche als immobilisierte Oligomere die Oligonucleotide (dTfeop und dT 2 o- 
(dN)* 8 Ap enthMlt. folgende Umsetzungen: 



Trager 



gelostes Produrtct 
Oliganukleotid Ausbeute 



Nebenprodukt 
Ausbeute 



CH^ 20 rAd(N) 48 p <*(N) 32 rA 



CPG^ 20 rAd(N) 48rAd(N) 32 CFG-dT 20 rAd (N) 32 
19 % 11 % 



Abkurzungen: 

d(N) 48 rA » 5 ' CGC CAT CAT CAA GAA CGC CTA CAA GAA GGG CGA 
GTG ATA ACT GCA GCA rA 

d(H) 32 rA = 5 ' GAG CCA GAC GCC CCT GGT GAC GCT GTT CAA AA rA 



Belspiel 5 



Replittati n eines Immobilislerten Ollgonucl otlds mit Hllfe von DNA-P lymerase (Kl n w-Frag- 
ment) 
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Das universe!! einsetzbare Starteroligonucleotid (dA)io-is wird in 16 u! bidestilliertem Wasser und 3 ul 
Nicktranslation-Puffer (500 mM Tris-Salzsaure-Putfer, pH 7,2, 100 mM Magnesiumsulfat. 1 m MDTT, 500 
ug/ml BSA) mit dem immobilisierten Eicosathymidylat aus Belspiel 1 hybridisiert Dazu heizt man 3 
Minuten auf 100 "C auf und laflt dann vorsichtig auf Raumtemperatur abkOhlen. Nach Zugabe von 5 ul 10 
mM Desoxynucleosidtriphosphat (enthSIt jeweils 2,5 mM dATP, dGTP, dCTP und dTTP) und 3 ui -^p-dATP 
sowie 3 ul des Klenow-Fragments der DNA-Polymerase wird die Replikation des am Trager immobilisierten 
Ollgonucleotids eingeieitet 



Reaktlonsansatz: 


Stammldsung 


Reagenz 


Endkonzentration 


2uM 
10mM 
500 mM 
100 mM 
1 mM 
500 ug/ml 


Trager-(dT>2o-Oligo. 
Oligo A -3 2 p-ATP 
dNTP 

Tris.HCI pH 7,2 

Magnesiumsulfat 

DTT 

BSA 


0,2 uM 
1,8 uM 
50 mM 
10mM 

0,1 mM 
50 ug/ml 


30 ul 


Gesamtvolumen 



Durchgefuhrte Umsetzungen: 

a) 200 pmol (dA)i S werden in Gegenwart von 2 u Klenow-Polymerase nach Hybridisierung an 
CPG3000-dT 2 o-rA(dA 2 T7) aus Belspiel 4 verlangert. Bestimmung des Erfolgs der Umsetzung durch 
Cerenkov-Vergleichsmessung nach funfmaligem Waschen mit jewells 500 u>l TE (10 mM Tris-HCI, 0,2 5MM 
EDTA, pH 8.0): 



cpm Trager vor der Replikation: 


41 


400 


cpm Trager nach der Replikation: 


243 


850 


cpm TrMger nach Denaturierung: 


52 


570 


cpm Oberstand nach Denaturierung: * 


184 


330 



b) Ca. 1 nmol des OHgoadenosin-Produkts aus dem Oberstand nach Denaturierung aus Beispiel 5 a) 
(0,25 O.D.) als Oligonucieotidprfmer und 15 u Klenow-Polymerase werden analog Beispiel 5 a) eingesetzt. 

Ermittlung des Erfolgs der Replikation durch Gelelektrophorese. Es werden zwei Proben A und B 
aufgetragen. 

Bahn A): Banden nach Ammoniak-Behandlung einer Tragerprobe 
Ergebnis: homologe Reihe ab ca. 14 mer bis 30 mer 20 mer und r 30 mer zeigen staVkere Bande 

Bahn B) : Banden nach Tragerdenaturierung (nur Oberstand) Ergebnis: homologe Reihe ab ca 14 
mer bis 30 mer 



Belspiel 6 



Elnsatz von Restrlktlonsenzymen zum Abschnelden elnes Ollgonucleotid-Doppel stranges vom 
Trager 

Eingesetzt wird CPG3000-dT 2o -rA(dA 2 T7) nach erfolgter Klenow-Reaktion aus Beispiel 5 

Der Ansatz wird in elnem Gesamtvolumen von 20 ul durchgefOhrt. Eine ca. 25 ug Tragerprobe (ein 
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Vi rtel des Ansatzes aus der DNA-Polymerase-Reaktion) aus Beispiel 5 wird mit 16 ul Wasser versetzt 2 ul 
Low-salt-restriktionsendonuclease-Puffer (10 mM Tris-Salzsaure-Puffer, pH 7,5, 10 mM Magnesiumchlorld, 1 
m MOTT) und 2 ul EcoRI zugegeben. Der Ansatz wlrd 1 Stunde bei 37 * C inkubiert. 



5 



Reaktionsansatz: 


StammlOsung 


Reagenz 


Endkonzentration 




CPQ 3000-(dT) 20 -Ollgo. 




10 mM 


Tris. CI pH 7,5 


1 mM 


10 mM 


MgCb 


1 mM 


1 mM 


DTT 


0,1 mM 


20 ul 


Gesamtvolumen 



Das Ergebnis der Spaltung wlrd nach Abspaltung der Proben vom Tra*ger und deren Kinasierung durch 
Gelelektrophorese gepnlft, wobei die Probe zunSchst geteilt wird. Tell 1 wlrd hitzedenaturiert, Teil 2 wird 
sofort durch Ammonlakbehandlung abgespalten (enthalt die immobiiisierten sowie die durch Hybridisierung 
20 gebundenen Sequenzen). Die abgespaltenen Oligonucleotide warden Uber eine Sephadex G 50-SMule 
(Pasteur-pipette) mit bidestilliertem H 2 0, pH 8, als Elutionsmittel entsalzt. Die im Totvolumen eluierten 
Proben werden lyophi listen und nach der fUr Oligonucleotide in Lfisung angegebenen Methode phosphory- 
liert Zur UberprQfung des Ergebnisses der Spaltung wird ein Poiyacrylamidgei eingesetzt. 

Man erhalt Produkte, die aile kUrzer als das elngesetzte 30 mer sind. Es wird keine Inhibierung des 
25 Restriktionsenzyms beobachtet. 



Beispiei 7 

so Anllgieren eines DNA-Fragmentes mit HHfe von DNA-Ligase an ein an elnen quellfahigen Tracer 
gebundenes Oligonukleotid 



ReaktionsansStze: 


Trager/Menge 


Oligo A 


dTio 


Ausbeute 
Ligierungsprodukt 
gas. 


(dT) 30 


CPG 3000 500 ug 


P(dA) 25 -3o 2,3 nmol 


5,5 nmol 


69% 


51 % 


Cellulose Fp 1 mg 


p(dA)2s-3o 2,3 nmol 


5,5 nmol 


68% 


43% 


Sepharose CL4B 1 mg 


p(dAh5-3o 2,3 nmol 


5,5 nmol 


65 % 


41 % 



Die angegebenen Ausbeuten sind bezogen auf den Umsatz des radioaktiv markierten Oligonucleotlds 
45 am Trager. 

Alle drei verwendeten Tragermaterialien waren bei der Kinasierung mit T4-PN-Kinase und der DNA- 
Ligasereaktion vergleichbar. Die beiden queilfMhigen Trager waren jedoch sehr viol schwierlger von 
eingesetzten Reaktanden (deutlich sichtbar beim Auswaschen des eingesetzten radioaktiv markierten ATP) 
zu befreien. Selbst nach ausfuhrlichen Waschschritten waren bei der Gelelektrophorese noch Anteile nicht 
so kovalent gebundenen radioaktiven Phosphats vorhanden. 

Bei der DNA-Ligasereaktion waren die Ausbeuten bei alien drei Tragern vergleichbar. Aufgrund der 
besseren chemischen Synthese an CPG 3000 1st jedoch die Ausbeute am gewunschten Ligationsprodukt 
(dT) 3Q bei CPG 3000 eindeutlg besser. 

Gellulose Filterplattchen weisen bei der chemischen Synthese das Problem auf, dafl durch Entstehen 
55 neuer Hydroxyigruppen durch die mechanische Beanspruchung des Tragermateriais Sequenzen kUrzerer 
Kettenlange gebtidet werden. Dies ist beobachtbar durch Zunahme der Tritylfarbe. 

Am problematischsten ist eine chemische Synthese bei Sepharose CL Da der Trager 2ufl rst 
quellfahig 1st, mtissen Waschschritte zwischen den Reaktionsschritten uber einen bedeutend ISngeren 
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Zeitraum durchgefGhrt werden. Die Automatisierung der Synthase ist nur sehr schwierig durchfUhrbar: 
AuBerdem ist wie bei Cellulose eine Zunahm der Tritylfarbe beobachtbar, so daB auch hier eine homolog 
Produktr ihe, wenngleich mit deutllch starker auftretendem Endprodukt entsteht 



Ansprilche 

1. Trager zur enzymatischen Oder chemischen und enzymatischen Umsetzung von NukleinsSuren Oder 
NukleinsSurefragmenten an einer festen Phase bestehend aus einem unlSsllchen. nlcht quellbaren, porSsen 
Polymeren an das eln oder mehrere eventuell mit in der NukJeinsaurechemie Qblichen Schutzgruppen 
versehene NukleinsSuren Oder Nukleinsaurefragmente fixiert sind. dadurch gekennzeichnet, daB die Poren 
des Polymeren im wesentlichen eine definlerte GrdBe zwischen 1400 und 10000 A besitzen. 

2. Trager gem3B Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das Polymer im wesentlichen aus Silicium- 
und Sauerstoffatomen aufgebaut ist. 

3. Trager gemSfl Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB das Polymer ein Glas mit einer definierten 
PorengrSBe zwischen mehr ais 2500 und 5000 A 1st 

4. TrSger gemSB einem der AnsprOche 1 - 3, dadurch gekennzeichnet daB eventueil mit Schutzgrup- 
pen versehene Nukleinsaurefragmente kovalent an das Polymere fixiert sind. 

5. Trager gemflfl Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB eventuell mit Schutzgruppen versehene 
Nukleinsaurefragmente Ober Amlnopropylsilyl-Spacer 

(-Si-(CH 2 )3-NH-) 

an das Polymer fixiert sind. 

6. Verfahren zur enzymatischen oder chemischen und enzymatischen Festphasensynthese von Nuklein- 
sSuren, wobei eventueil mit Schutzgruppen versehene Nukleinsaurefragmente an ein unlQsliches, nicht 
quelibares, poroses Polymer fixiert, die immobilisierten Nukleinsaurefragmente durch weitere Nukleinsaure- 
fragmente vergrdBert und fertige Nukleinsauren abschlieflend gegebenenfalls vom unlSsiichen Polymer 
abgelSst werden, dadurch gekennzeichnet. daB als Polymer ein solches eingesetzt wird, dessen Poren im 
wesentlichen eine definierte Grofle zwischen 1400 und 10000 A besitzen. 

7. Verfahren gemSB Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dafl das Polymer Glas einer definierten 
Porengr6Be zwischen mehr als 2500 und 5000 A ist. 

8. Verwendung eines unlflsllchen, nicht quellbaren, por6sen Polymeren, dessen Poren im wesentlichen 
eine definierte GroBe zwischen 1400 und 10000 A besitzen. als Tragermateriai fQr die enzymatische Oder 
chemische und enzymatische Umsetzung von Nukleinsauren oder Nukleinsaurefragmenten an fester Phase. 

9. Verwendung eines im wesentlichen aus Siiicium- und Sauerstoffatomen aufgebauten, unloslichen, 
nicht quellbaren, porSsen Polymeren, dessen Poren im wesentlichen eine definierte GroBe zwischen mehr 
als 2500 und 5000 A besitzen, gemSfl Anspruch 8. 

10. Verwendung von Glas einer kontrollierten PorengroBe von etwa 3000 A gemaB Anspruch 8. 
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